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αGalactosidase is a usefulεnzymεnot only in the structural studiεs of carbohydrates， but 
in the beet sugar industry. Recently， oligosaccharides having α-gal呂ctosidicIinkages， such as 
raffinose and stachyose， are found to promote the growth of bifidobacteria. Galactooligosaccha-
ridξs synthesized by transgalactosylation action or by condensation呂ctionof α-g丘lactosidas告are
εxpεcted to bεutilized as growth factor for bifidobactεria. The presεnt study deals with thε 
purification and enzymatic properties of αgalactosidase from Pycnoporus cinnabarinus， and its 
application to the enzymatic synthesεs of galactooligosaccharid芭sand to th巴 hydrolysisof 
raffinos日inbεεt sugar molasses. 
α-galactosidasεfrom P. cinnabarimぉ waspurifi芭dby ammonium sulfate fractionation， hεat 
tr日atment，DEAE -Sephadex A -50 chromatography and Sephadex G -150 gel filtration. The 
purified enzyme was homogeneous by polyacrylamide gel electrophor巴sisand ultrac巴ntrifu-
gal analysis. The isoεl巴ctricpoint was 3.4 and the molecular w日ightw丘sestimated to be about 
210，000 by gel filtration on Sephacryl S-200 and about 52，000 by sodiumn dod日cylsulfate gel 
el日ctrophoresis，suggesting that the巴nzymeis a homotetrameric protein. The enzyme was 
glycoprotein containing 14% carbohydrate. Crystals in rhombic pl日teform wεre observed when 
solid ammonium sulfate was added into the purified enzymεsolution. The enzyme exhibited th官
optimum pH at 5.0 and was stable between pH 3 and 9. The optimum tempεraturεof the enzyme 
was 750C. Th日εnzymewas thermostablεat pH 5.0 and complet巴lylost its activity after heating 
at 90"C for 15 min. Endoβ-N -acetylglucosaminidase from Fravobacterium sp. could Iiberate 
about 50% of the sugar chains from the α-galactosid呂S巴. すh巴 carbohydr乱伐 deplet吋 α 
galactosidase was less stable than the nativεenzyme below pH 4.0. Aftεr 20 frεeze-thawings， thε
native and carbohydrate-depletedαgalactosidase showed 50% and 23% of the original activァities，
respectively. These results suggest that thεsugar chains of the a-galactosidase contribute to the 
stability of the enzyme. 
The αgalactosidase catalyzed the galactosyltransf日rreaction in the hydrolysis of raffinose 
and produced sevεral kinds of transfer products. The structurεS of the main transfer proclucts 
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were investigated by acid and enzymatic hydrolysis， and m告thylationanalysis. 1n addition to 
raffinosを familyoligosaccharides， stachyose， vεrbascose and ajugos告， novξ1 oligosaccharides 
having a-l，3-galactosidic linkag日sw芭reidentified. On the othεr hand， thrεe kinds of trisaccha-
rides wεTεsynthesized using condensation action of the αgalactosidasε011 the mixture of 
galactosεand sucrose. The thre日trisaccharidesisolated w巴rεidentifiedas raffinose， pl呂nteose，
and 3G_a…galactosylsucrose. Conditions for synthesis of the trisaccharides by condens呂tion昌ction
of the α-galactosidase wεre studied. Thεyield of thεtrisaccharides was呂pproxlm旦tely15% 
based on thεamount of galactose usεd， whεn a-galactosidase (40 units/m!) w呂sincubat邑dwith 
10% (w/v) galactose呂nd60% (w /v) sucrose for 48hr at 5.0 and 60oC. 
1、hethermostableαgalactosidasεwas wε11 immobilizεd on colloidal chitin with glut註ralde-
hyde. The enzymatic properti告sof the a-galactosidase immobilizεd 01 colloidal chitin w色re
similar to those of n呂tivεel1zyme. However， this immobilizεd enzyl11e was tightly packed il1 a 
colul111， and inconvenient for pr呂cticalusε τhe thermostable a-galactosidase w在日 also iml110bi匂
lized on chitosan be旦ds，BCW 1000， and crosslinked chitosan beads， BCW 3000 and 3500， which 
wer己untrεatedor prεtreat吋 withglut呂raldehyde.Th巴activityyields of the immobilized enzyl11εs 
werε25~45% ， except for glutaraldehyde-untre呂tedBCW 1000. Leakagεof the enzymεwith 
increasing ionic strength was obsεrvεd in glutaraldεhyd世間treatedBCW 1000 and 3000. The a-
g呂lactosidaseIl11110bilized O!1 glut品raldehyde-tre呂tedBCW 3000 and 3500 wer日呂ctiveat pH 
3~6 and at 70~80oC ， and stable between 3 and 9， and below 70oC. Th巴 il11mobilized
α-galactosidasεwas continuously us吋 for30 days to hydrolyze raffinose in b配 tsugar molasses. 
Key words :αgalactosidase， transglycosylation， codensation reactiol1， immobilized e!1zyme， 
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光富 :Pycnoporus ci削wbarinus の生産する耐熱性 a~ガラクトシダーゼに関する研究 5 







































































P. cinnabarinus IFO 6139株は(財)発欝研究所より入手した. NPGalおよび他の戸ーニト














光寓 :Pyc河口poruscin日abari月usの生産する耐熱性 aー ガラクトシダーゼに関する研究 ? 




およびスタキオースを基質にした場合には，生成するガラクトース量を Somogyi-N elson 
により定量した，ガラクトース含有多糖に対する活性は，多糖10mgを含む0.2M .1 
(pH5.0) 1.8mlに酵素溶液o.2ml (20静素単位)を加え， 370Cで24時間反応
を行しり遊離するガラクトース量を Somogyi-N elson 法53)により定量することにより求めた。
築 3:rl褒タンパク
タンパク繋は牛血清アルブミンを標怒タンパク費として Hartree により した e
4 
P. cinnabarinus IFO 6139株はポテトグルコース培地で， 250C， 7日
した.斜面培地より菌糸約25耐をとり，スクロース 2%，ペプトン 3%予
2304 1 %， KH2P04 0.5%， • 7H20 0.05%からなる培地50ml








添加した。 40Cで2日静援した後，遠心分離 (8，OOOrpm x 15min)し，
0.05Mリン離緩衝液 .0)で王子衡化した SephadexGす5カラム (5.0
x 79crn)に供した.素通り麗分 (690ml)を0.05MiJン酸緩衝液 (pH6.0)で平衡化したDEAE-
Sephadex A-50カラム (5.0x 68crn)に添加し，同緩衝液で未吸着部分割容出後， NaCl 
をOから0.4Mまで直線的に増加させることにより，吸着画分を溶Jちした.各溶出面分について
280nm における吸光度および醇素活性を瀦定した.ot ガラクトシダーゼ活性を有する
め， 1M酢駿でpH5.0に調整した後， 750Cで30分間処理した.生じた沈澱を遠心分離 (10，000
rpm x 15min)により除去し，上波液をアミコン社製の限外ろ過膜PM-10(分画分子量10，000)
で30mBこ濃縮後， 0.05M酢酸緩衝液 .0)に対して24時間透析した。透析内液 (36m!)を
0.05M酢駿緩衝液 (pH4.0)により平衡化した _"onh"rlcvA -50カラム (2島6x 55crn) 
に供した.溶I:Hはo-0.18Mの NaCl濃度を直線的に上昇することにより行った.活性画分を
め，限外ろ過により約 5mlに濃縮した.濃縮液をO凶05M酢酸緩衝液 .0)で平衡化した




























(pH2.5~4) : (pH3.5~10) ニ 4 1，平均終濃度 1%)を用い，スクロースで密度勾配を作製






















留し，水に溶解して， Dowex 50 (日+)(200~400mesh， 8阻 x 5 cm) カラムに添加した.来
吸着画分を中性糖画分ヲ 2N塩酸でi容出される離分をアミノ糖画分として集め，そ
関した.中性糖画分は 1mlの水に溶解後ラ水素化ホウ素ナトリウムlOmgを加え， 40Cで一晩翠
元した.酢酸を加えて過剰の水素化ホウ素ナトリウムを分解した後， Dowex 50 
に{供した.米吸着i割分を濃縮乾屈し，さらにメタノールを加えて濃縮乾隠する操作を3間繰り返
した後，ピリジンー然水酢酸 (1: 1) 100μ1を加え， 1000Cで30分間加熱してアセチ/レ化した.
られたアルジトール@アセテート誘導体はガスクロマトグラブィーにより分析した@クロマ







化した。ガスクロマトグラブィーは GasChrom Qカラム(液相 :3弘 Poly-A103， 100-120 





をO.lMNaClを含むO.05Mトリスー塩酸緩衝液 .4)で、平衡化した S叩 hacrylS-200カラ





ろj夜の70%飽和硫安沈澱物を SephadexG-25で脱塩後ヲ 0.05Mリン酸緩衝液 (pH6.0)
に平衡化した酵素液について DEAE-SephadexA -50カラムクロマトグラフィーを行った.そ
の結果， Fig.lに示すように， 3つの画分を得た.αーガラクトシダーゼ活性はi函分Iに認めら
れたが， このi商蔚分;にこは β N アセチ/ルレググJルレコサミニ夕ダダ、ホ、一ゼ， β カガ心ラクトシシJ夕ダや一ゼおよひび、β クグや/ルレ
コシ夕ダ守一ゼ
」 υりノ閉1刀Jを，さらに pH5.0，750Cで30分間処理したところ，0:'ガラクトシダーゼの活性は低
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Fig. 1 Chromatography of the Crude Enzyme on DEAE-S巴phad日xA-50. Desalted enzyme 
solution (690ml) was appli邑dto a DEAE-Sephadex A-50 column (5.0 x 79cm) 
The column was washed with 0.02M phosphate buff釘 (pH6.0)and elut巴dwith a linear 
NaCl grad淀川 (0to O.4M) in the same buff巴rat a flow rate of 78ml per hr. Fractions 
indicated by (日)were pooled 
命， absorbanc巴at280nm; a-galactosidas吃 activity;
ム， β-N丘cetylglucosaminidaseactivity;ム β-galactosidase日ctivity;
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Fig. 2 Rechromatography of H巴at-treat日dFraction I on DEAE-Sephadex A-50. 
After treatment for 30 min at 75T， 36ml of the fraction Il (in Fig. 1) was applied to a 
DEAE-Sephadex A-50 column (2.6 x 55cm). The column was wash巴dwith O.05M 
sodium acetate buffer (pH4.0) and eluted with a NaCl gradient (0 to O.18M) in the same 
buffer at a flow rat巴of43ml per hr. Fractions indicated by (日)wer巴pooled
⑬ absorbance at 280nm; a-galactosidase activity; 
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Fig. 5 Polyacrylamide Disc Gel Electropho鈴
resis of Purified a-Galactosidase. 
Polyacrylamide gel electrophoresis was 
carried out in 7.5% polyacrylamide gel 
at pH 9.5 in a cold room. The purified 
enzyme (60μg) was applied. 
Left; stain巴dwith Coomassie brilliant 
blue R-250， 
Right; stained with periodic acidイuch-
sm. 
FractIon number ( 5何時Ilubt') 
Fig. 3 Gel Filtration of a-Galactosidase on 
Sephadex G叩 150.
The enzym邑solutionobtained from Fig. 2 
was concentrated and 5 ml of the solution 
was applied to a Sephadex G-150 column 
(2.6 x 95cmλThe column was developed 
with 0.05M sodium acetate buffer (pH 4.0) 
at a flow rate of 18ml per hr. 
41T， absorbance at 280nm; 
0， a-galactosidase activity 
Fig. 4 Crystals of a-Galactosidase from P. cin-
加 barinus.Scale indicates 10jLm 
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1st DEAE-Sephadex A-50 
Heat treatment 
2nd DEAE-Sephadex A-50 
Sephadex G-150 
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18min 12min 6min 
36min 30min 24min 
Fig. 6 U1tracentrifugal Patterns of the Purified cr 
Galactosidasε. Dir邑ctionof sedimentation was from 
right to left. 
Fig.7 SDS吟Polyacrylamide
Gel Electrophoresis of 
Purified a-Galacto. 
sidase. 
Purified enzyme (15μg 
protein) was applied to a 
7.5% SDS -polyacryl. 
安定であった.また，凍結乾燥標品は-200Cで3年間安定であった.
amide gel in the presence 
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Fraction number( 2.5 m!l tUDe) 
Fig.8 Estimation of Molecular Weight of a-Galactosidase by SDS-Poly. 
acrylamide Gel Electrophoresis (A) and Gel Filtration on Sεph呂crylS 
200 (B). 
marker proteins; (A)， 1 to 6; monomer to hexamer of lysozyme 
(MW 14，300 to 85，800)， (B)， 1;ovalbumin， 2;bovinεserum albumin， 3;
aldolase， 4;catalase， 5;ferritin， 重量、 a -Galactosidase. 











The purified enzyme was subjectεd to 
isoelectric focusing in a 110 ml LKB 
column containing 1% Ampholine solu. 
tion， a 4:1 mixture of Ampholine pH 2.5 
~4 and pH 3.5~ 10 with a stepwise su. 
crose gradient. Electrophoresis was car. 
ried out at 2'C for 48 hr with 500V 




















Fig.l0 UV -absorption 
Galactosidase. 
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Table 2 Amino acid and Carbohydrate Com. 
positions of a-Galactosidas在。
component Residues per subunit") 
[amino acid] 
Aspartic acid 59.9 
Threonine 25‘1 
Serinε 34.0 



















a) The valu日sare express配don thεbasis of a 
subunit molecular wアeightof 52，000骨
b) Determinεd as cysteic丘cidaftεr performic 
acid oxidation 
C) Determined spectrophotomεtrically 
から明かのように本酵素にはシステインが含
























2 ι 8 8 
Fig.11 Effect of pH on a-Ga!actosidase 
Activity 
The enzym己丘ctivitieswere measured at 
3TC and various pHs. NPGal w丘susεd 
as呂 substr註te.
100 
O.1M sodium citrat巴 O.IN HCl 
buff日r;
縁、 O.2MNa2HPO，-().lM citric acid 
buff巴r
~ 80 









2 ι 5 8 10 
pH 
Fig.12 Effect of pH on the Stabi!ity of a-
Gal昌ctosidase.
The巴nzymewεre k邑ptfor 2 hr at 3TC in 
various buffers of pH 2.0 to 10.5， and the 
enzvme activities wεrem記asur巴dat 3TC 
and pH 5.0. NPGal was used as a sub 
strat巴 pH2.0~2.5 ， O.IM sodium citrate 
O.lN HCl buff日r;pH 3.0 ~ 8.0， 0.2M 
Na2HPO，' O.IM citric acid buff日r;pH 
9β~ 10.5， O.2M boric acid plus 0.2M KCl-
0.2M N a2C03 buffer 













Fig. 13 Effect of 'I、emperature on 官一
Galactosidase Activity 
The enzymεactivities were measured at 









Fig. 14 Effect of Tεmperatur日onthe Sta bility 
昭一Galactosidase.
The enzyme solution (pH 5.0) was kεpt 
呂tvarious temp巴raturesfor 15 min， and 
the enzyme activities w在rem出 sur吋 at
































Fig.15 Effects of Temperature and pH on the Stability of a -Galactosidas日.
Th日日nzymeswer日 keptat 75'C and at indicat日dpHs (A)， or at indic呂ted
tempεratUl芭sand at pH 5.0 (B) 
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Substrat巴
Km Vmax 
Polysaccharide Ga!actos巴produced(mM) (μmoles/min/mg) (μg/24hr) 
NPGal 0.31 630 Locust bean gum 115 
Melibiose 0.80 87 Guar b巴angum 62 
Raffinose 2.16 106 Tragacanth gum 。







































































由1.0 “0.5 0 0.5 1β 1.5 2，0 
115 (mM)斗
Fig.16 Lineweaver-Burk Plots for the a-
Galactosidase--catalyzεd Hydrolysis of 
NPGal， Melibiose， Raffinose， and Sta-
chyose. 
Th官官nzymeactivities were measured at 
substrate concentr呂tionsof 0，12 ~ 1.6 
mM pNPGal， 0.16 -~ l.OmM melibiose， 
1.6~10mM raffinose， and O ，80~lOmM 
stachyosε， under the standard condition 
つf呂ble4 Hydrolysis of Polysaccharidεs 
Containing Ga!actos巴 by P. cin 
nabaη~nus a' --Ga!actosidase 
;)\';'~言・ょうIcnoporus cinnabari幻U5の生産する耐熱性 aー ガラクトシダーゼに関する研究 17 
た. Vmax績は NPGalで最も大きくスタキ
オースララブィノースヲメリピオースのl簡に
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Fig. 17 a-Galactosidase Activity after Tr日at-




































Fig.18 Sephacryl S-200 Chromatography of the Endoβ N -Acetylglucosaminidase 
Digest of a時Galactosidase
Th巴endo-β-N -Acetylglucosaminid呂sedigest of a日gal註ctosidasewas applied 
to a Sεphacryl S-200 column (2.6 x 95cm). Gel filtration was p邑rform邑dwith 
0.05 M Tris-HCI bufI日r(pH 7.4) containing O.lM NaCl at a flow rate of 20ml 
P巴rhr. NPGal was used as a substrate. 
感.absorbance at 280 nm; a -Galactosidase activity; 
ム absorbanceat 490 nm 











2 4 s 8 10 
pH 
Fig.19 Effect of pH on the Stability of 0:-
Galactosidase. 
NPGal was us日das a substrate 










o 30 関部 120
Tim曹 (min)
Fig.20 Effects of Temp巴ratureand pH on the 
Stability of o:-Galactosidasε 
NPGaJ was used as a substrate. 
署警.pH4.0;ム A， pH5.0; 鰻，pH6.0;
ム己， native 0: ""galactosidase;畿&鶴









































Fig. 21 Enzyme Activities of N ative and 
Carbohydr昌te depleted 臣-
Galactosidases after Treatment with 
Pron呂S巴E(A)， Subtilisin (B). Trypsin 
(C) and Carboxypeptid呂$邑 Y(E) 



































。 20 40 
Numb普rof fr号普Z密情thaws
Fig. 22 Effects of Fre邑zing-Thawingon th巴
Enzym巴Activitiesof N ative and Carbo-
hydrate-deplεtεd a-Galactosidase. 
NPGal was used as a substrat邑Q，













これまでに，P. cinnabarinusの培養ろ液から続安分画， DEAE-Sephadex A-50， Sephadex 








ラクトシダーゼ I (分子量160，000) とα ガラクトシダーゼI (分子量40，000)に分離されて
いる 14)これに対して，P. cinnabarinusαー ガラクトシ夕、ーゼにはこのような多様性は認められ
ず¥ゲルろ過法によって推定された分子量は約210，000であり，また， SDSポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動では βー メルカプトエタノールの有無にかかわらず!司一挙動(分子量52，000)を
示す (Fig.7) ことから，本酵素は陪ーサブユニット(分子量 52，000) 4個からなるオリゴマ
20 佐賀大学農学部粂報 第 74号 (1官 3)
り9 その会合体形成にはジスルブィド結合は関与していないと考えられる.こ
は，オリゴマー酵素である Bac抑制 stearothermothilusl8)が産生する αーガラクトシ
夕、、ーゼ I(分子輩出0，000)や αー ガラクトシダーゼI (分子量325，000)とよくねている e
の分子量は Bacteroides ovatus21)の酵素の分子量 (250，000)および Cethalosρorium
，000)に近似しており興味深い.





























αー ガラクトシダーゼの NPGalに対する最適 pHは5.0であり，この点で本酵素はチョロギ 12)
サトウキビ¥13)SUψtomyαssp・.24) M. vinacea29)の αーガラクトシダーゼに似ている.また，M. 











なように，P. cinnαbarinusの α…ガラクトシダーゼのラフィノースに弁すする Kml，療は M.





せる (Table4). A. nigerZ7)や植物10.ωの酵素はグアガムやローカストビーンガムを分解する
が，M. vinac印刷の酵素はこれらを分解しない.また，M. vinacea2引の酵素は α1，6結合およ
び α-1，4結合にしか作用しないのに対して，本静素は α-1，3結合をも分解する(第3
30) . このように本一菌の aー ガラクトシダーゼは広い基質特異性を有しており，ガラクトマンナ
ンの物性の改良あるいは糖鎖構造の解析のための有効な手段となるものと期待される.















pH は 5.0にあり，最適温度は750Cであった.本酵素は .0~9.0の範囲で安
あり， pH5. 0， 750C， 15分間の加熱で活性のf1S下は認められなかった.本酵素は熱に対して
櫨めて安定でありヲその熱安定性はに放存した.
ノースヲスタキオースに対する Kmf農はそれぞれ0.31mM，0.80m班，2. 1. 15mMであっ
た@またヲ本酵素はガラクトマンナンにも作用した.





αー ガラクトシダ よる αーガラタトオザ
1節緒言
，グリコシダーゼ類は加水分解反応のみでなく糖転移反応も ヲO;;J. このよ

























検出した e データ処理は D-2500Chromato-Integrator (日立製作所製)により行ーった.
31翼轄のペーパークロマトグラフィーによる
調製用ぺ一パ一クロマトグラブイ一には予東夜洋溶



















オリ メチル化は Hakomorj75)の方法に従った.すなわち 9メチル化糖に lN硫酸2
1000Cで3時間加水分解しラ中華日後，水素化ホウ索ナトリウムで還元した
無水酢酸によりアセチルイ七して，得られたアルジトー/レ・アセテート誘導体をガスクロマ
トグラフィーに供した a ガスクロマトグラフィーは，カラムに Gas Chrom Q (液相:3% 
100-120mesh， 0.3 x 200cm)を用い，カラム温E度室18剖OoCで
リ一O一メチル一D グJルレコ一スおよび2，4，6ふ一トリ一O…メチル一D…グJルレコ一スのアルジト一/ルレ@アセ




オリゴ糖3r払 α ガラクトシダーゼ(1酵素単{立)および0.02M酔離緩衝液 (pH5.6)から
なる反応液 1mlを3TCご24時間保温した.β ブノレクトフラノシダーゼによる分解は，オリゴ糖
2 mg，βー ブルクトフラノシダーゼ (Candidautiliふ生化学工業社製， 1酵素単位)および0.02





ラフィノース0.4mlヲ0.05Mリン酸緩衝液 (pH7.0) 0.4ml，α ガラクトシダーゼ(5 
ml) 0.2mlからなる反応液を400Cで‘定時間反応させた e 沸騰水路中で、5分間加熱して反応
ょとした後，ブイルター (0.45，um) によりろ過後，糖転移生成物を HPLCにより解析した.
書Z翼 NPGal




































200 400 600 800 
Fraction number (20mll tube) 
Fig.24 Charcoal Column Chrom註tographyof 
the Transfer Products from Raffinosι 
Th百reactionmixture (398 ml) was put 
011 a charcoal co!umn (5 x 75cm) and 
sugars w日reeluted successively with 
dεiOl1ized wat己r(ι2 Q)， 5% 巴th在住01
(2.6 f)， 10%台thanol(4.8 k)， 15%芭tl
ano] (2.9 e)， and 20% ethano! (l e) at 





。 10 20 30 
Time (min) 
Fig.23 HPLC of the a-Gal呂ctosidaseDigestt 。fRaffinose. 
Two m! of the r日actionmixture was 
treated with Dowεx 50 (H+) and Amber. 
lite CG4B (CH3COO-) and evaporat巴dto 
dryness， and tl記residuew且sdissolved in 
2 ml of water. The mixture was filtered 
through a 0.45μm MillipOf巴 filterand 
20μI of the mixtur巴 wasiniected. Gal， 
galactose; Suc， sucrosεRaf， raffinose; 
A，oligos品cchaτideA; B， oligos品ccharide
B; C， oligosaccharid日C;D， oligosacchar-

























110 120 130 
仔actionnumb普r(5mD 
Fig. 25 Gel Filtr呂tionof the 10% Ethanol 
Fraction Obtained in Fig. 24 on Bio 
Gel P-2. 
Th日sugarsolution was appli吉dto a 
Bio-G君1P-2 column (2.6 x 180 cm). 
The column was d記velop己dwith 

















Fraction numb前 (5ml) 
Fig.27 G在1Filtration of the Fr品ction I 
Obtainεd in Fig. 26 on Bio-Gel P-2. 
Gel filtration was don告 underth巴sam芭
condition註sin Fig. 25. A， oligosacむhar.









。 200 400 
Fraclion numb併 (20mlltub計
Fig. 26 Rechrom呂tographyof the 15% Ethanol 
Fraction (Fig， 24) 
Th日sugarsolutiun was put un a ch註rcoal
column (5 x 42 cm)設ndsug呂rswere吉luted
successively with deionized w昌ter(2 e) 
お1d5% ethanol (2 e)， 10% ethanol (6 e)， 
and 12.5% ethanol (5.3 e) at a flow rate of 







Fig.28 Gel Filtratiun of the Fraction I 
Obtained in Fig. 26 on Bio-Gel P-2‘ 
Gel filtratioll was done undεr th記 same
むonditionas in Fig. 25. B， oligosacchar-
















フィーによりヲオリゴ糖F (33mg) を分離した e
られたオリゴ糖はペーパークロマトグラ
フィーおよびHPLCにより均一な様品であること
第 7415' (1993) 
5 
F 










































































Sugar Compositions of the a Galactosid品se-cata. 
lyzed Transfer Products. 
Table 6 








a) Rf valu日 ofthe oligosaccharide relativεto glucosεon toyo 
N o.50 filter paper. Solv巴nt;n-butanol-pyridinεwater (6:4: 
3)。
Glucose 














































Retention time of the corresponding alditol acetate relative to 1，5一di-O-acetyl-2ふ4β→tetra-O-methyl'-[)
glucito1. Column， 3% ECNSS-M on Gas Chrom Q 
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2項糖転移反花、生成物的構造





ることが判明した.Table 7にメチルイ七分析の結果を示した.メチル化分析ではし 3，4， 6…テ
トラ-0-メチルーDー フルクトースラ 2，3，4，6-テトラ-0-メチルーD-ガラクトースおよび2，
4， 6-トリ-0メチルーD グルコース(モJレ上ヒ， 1: 1 : 1)が得られ，ガラクトースがグルコー
スの3{立に結合していることが判明した.オリゴ糖の αーガラクトシダーゼおよびβ…ブノレクト
フラノシダーゼによる酵素分解物の HPLCにおける分離ノTターンをそれぞれFig. 30および













F LJU' f 
。 10 20 30 
Time (min) 
Fig. 30 HPLC of the庄一Ga!actosidas色Digests
of Oligosaccharides. 
Fifteen microliters of the sampl巴 solu悶
tion was inj巴cted. Sugars w巴reεluted
with acetonitrile-water (72:28). Gal， 
galactose; Suc， sucrose. Arrows， A~F， 






。 10 20 30 
Time (min) 
Fig.31 HPLC of theβFructofur呂nosidase
Digests of O!igosaccharides. 
Fru. fructose; A ~ F， o!igosaccharides 




ルクトースであり，そのモノレ比は 2 1 1であることが明かとなった (Table6). メチル化
分析では， 1， 3， 4， 6ー テトラ -0ー メチルー D…ブノレクトー スラ 2，3.4.6-テトラーと 2，4， 6-
トリ O メチル-Dー ガラクトース，および 2，3， 4 -トリー 0-メチル-Dー グルコースが等モル
られた (Table7). したがって，結合様式はO-D-jiラクトピラノシルー(1-3)-O-D-ガラク
トピラノシル (1-6)-0-Dー クソレコピラノシノレベト2)-D-フルクトフラノシドと推定された。オ
リゴ糖Bは αーガラクトシダーゼによりガラクトースとスクロース(モル比， 2: 1)に完全に分
解される (Fig.30) ことから，ガラクトースは α型の結合でスクロースに結合していること 9





Table 6 ~こ示すように，オリゴ糖C，オリ Eおよびオリゴ糖Fの構成糖はガラクトース，
グルコースおよびフルクトースであり，そのそ/レ比はそれぞれ 2: 1 :し 3 : 1 : 1および
4 : 1 1であった. Bio-Gel P-2によるゲルろ過の結果よりラオリゴ糖C，オリゴ糖Eおよ
びオリゴ糖Fの重合度はそれぞれム 5および6と考えた.これら 3種類のオリゴ糖のメチル
化分析では，スタキオースと向様にし 3，4， 6 テトラ O メチル D ブルクトース， 2， 3， 
4， 6 テトラと 2，3， 4ー トリー 0-メチルーD…ガラクトース，および 2，3， 4-トリー 0-メチル-









Fig‘32 HPLC of th丘 a-GalactosidaseDigest 
of Oligos呂ccharid邑D.
One ml of the reaction mixture contain. 
ing 3 mg of oligosaccharide D and 1 unit 
of o!日 Ga!actosidasein O.02M acetate 
buffer (pH 5.6) was incubated for 5 hr at 
37"C. Gal， galactose; Suc， sucrose; Raf， 
raffinose; Sta， stachyose; D， oligosac匂
charide D 













析では， 2， 3， 4ー トリー と 2，ム 6-トリー 0-
メチルーD…ガラクトースが検出されること
から (Table7)， 1 {立と 6{立およびl{立と 3
光富 :Pyc四opon必 ci仰 zabarinusの生産する耐熱性 z ガラクトシダーゼに関する研究 29 
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Fig噌33 Structures of the Transfer Products， 
イ立の炭素が結合に関与しているガラクトースが存在していることが明かとなった.さらに，オ
リゴ鰭Dは α ガラクトシダーゼにより 3モルのガラクトースと 1モルのスクロースに完全に






するために，オリゴ糖Dに αー ガラクトシダーゼを作用させ，得られた分解生成物を HPLCによ
り分離した(Fig.32).部分水解生成物としてガラクトースラスクロース，ラブイノースおよび
スタキオースが検出されたことからヲオリゴ糖Dはスタキオースの非還元末端に位寵するガラ
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。 12 18 24 6 
Time (hr) 
Fig. 34 Effect of pH on th巴a-Galactosidase→ 
catalyzed Transgalactosylation Reaひ
tion. 
， total transfεr products; 
一日 . stachyose. 
0， pH 6ん.， pH 6.5;ム， pH7.0; 
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? ?
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。 8 16 24 
Time (hr) 
Fig.35 Effect of pH on the Formation of 
Oligosaccharides Containing a-1.3-
Galactosidic Linkage. 
pH 6.0;⑧， pH 6.5;ム， pH 7.0; 









U ro ω 。
国
O 10 
。 6 12 18 24 
Time (hrう
Fig.36 Effect of Temperatur巴 onthe a 
Galactosidase-ca t aly zed T rans. 
galactosylation Reaction. 
. total transfer products; 
一一一， st呂chyose.
30'C; .， 40'C;ム， 50'C;口， 60'C.
ラフィノース とした場合の糖転移
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Fig.37 Effect of Enzyme Concentration on thεFormation of Stachyose (A) and 
Oligos呂cch旦ridε5 Containing a -1.3-Galactosidic Linkage (B) by Tr註n5.
galactosylation R日actionc品talyzedby a-Galactosidase 
1 unit/ml;畿， 2 units/ml;ム， 5 units/ml;ム 10units/ml. 
Rat告S of th在日ydrolysis of 



















32 24 16 8 9 48 40 32 24 16 8 。
Table 9 















































































一般に，otガラクトシダーゼ によっ じるガラクトシ ア
ルコー
ること
80)アーモンド 81)の α ガーラクトシ夕、
としてスタキオースが生成す






光寓 :Pycnoporusα持nabarinusの生産する耐熱性。ガラクトシ夕、ーゼ?に関する研究 33 
オリゴ糖Bはガラクトースがうブイノースの米端のガラクトース
ヌfリゴ糖Dはガラクトースがスタキオースの末端のガラクトース残基に a-1，3結合した




されている， l)またヲチョロギ83)の αー ガラクトシダーゼの糖転移民応により
α-1， 4結合をもっオリゴ糖の生成が縫認されているがち本実験では a-1， 4 
ァワ、、ラクトビオースやガラクトトリオースは分離さ
シダーゼとは異なることが示唆された.
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5筋小





















く， ClancyとWhelan85)による酵母 αー ガラクトシ夕、ーゼを用いたガラクトースからガラクト
ピオースの合成や，M. vinaceaの αーガラクトシダーゼ?を用いたガラクトースとスクロースの
縮合反応によるラフィノースとプランテオースの合成86)が報告されているにすぎない@















































10% (w/v)ガラクトース， 60% (w/v)スク
Gal Suc 
RP 
。 5 10 1ら
Ti me (min) 
Fig.38 HPLC of the Reaction Products For-
med by the a-Galactosidase-catalyzed 
Condensation of Ga!actosεand Sucrose. 
Thεreaction mixture was filtered and 10 
μ1 of the s<;lmpl邑 wasinjected. Sugars 
were elut邑dwith acetonitrile-wat巴r(74: 
26). Gal. galactose; Suc， sucrose; G， 
oligosaccharid巴G;P， oligo-saccharide P; 
R，oligos昌ccharideR. 
36 佐賀大学長草学部察報 第 74-i5-(1993) 















希釈し，活性炭カラム (5x 28ω) に供
した.脱イオン水 (6.17e )で洗浄後，
した糖を 6%エタノール (2.74-e)ヲ
9%エタノー ノレ (0.45e )および12克ヱ
タノー ノレ(1.75Q)で)1蹟次搭出 (91ml/


















。 200 400 600 
τube numb普r(19 m!l tube) 
Fig.39 Charcoa! Column Chromatography of 
the Reaction Products Formed by a 
galactosidase-catalyz邑dCond巴nsationof 
Ga!actose and Sucrose. 
Th日rεactionmixtur邑 W註sput on a char. 
coal column (5 x 28 cm) and sugars were 
巴lutedsuccessively with deionized water 
(6.17 n，6%ethanol (2.74 n，9%ethanol 
(0.45 e) and 12%巴thanol(1.75 Q) at a 
flow rate of 91 ml pεr hr 









I ( 10-100) 。 百，787 Suc、Gal
I (353日370) 6 381 Suc， P， G 
1Il (371-440) 8 346 P， Suc， G 
IV(490-550) 百 324 R， G 
V (670-720) 12 25 G 
Gal， galactosε; Suc， sucrose; G， oligos昌αcharideG; 





































o 5 10 15 15 
Tiη1聖子
Fig.40 HPLC of the Enzymatic Digests of the 
Oligosaccharides 
(a)， P. cinnabarinus a-Galactosidase; 
(b) ， C. utilisβFructofuranosidase 
Sugars w世間在lut巴dwith acetonitrile 
water (76:24). Gal， gal昌ctose;Suむ， su-
crose; G， oligosacch呂rideG; P， oligo 
saccharidεP; R， oligosaccharide R. 





オリゴ糖のメチノレ化分析の結果をTable11に示した省オリ からは 1，3， 4， 6テトラ…
。ーメチル-Dーブ/レクトー ス， 2，3，4，6-テトラ O メチル-D-ガラクトースおよび2，4， 
6 トl)-0-メチルーD-グルコースが検出され，フノレクトースのC…2{立，:IJラクトースのC-1
位，およびグルコースの C-1位と C-3 {立がそれぞれ結合に関与していることがわかった e
オリゴ糖Pから得られた三種類のメチノレ化糖はし 3，し 6-テトラ-0-メチノレー Dーグルコ
スラ 2， 3， 4ラ6…テトラー 0-メチル-Dー ガラクトースおよび1， 3， 4 トリー 0-メチル D ブル
Table 11 Molar Ratios of Alditol Acetates Derivεd from Permetylated Transfer Products 
1，3，4，6 2，3，4，6 2，3，4，6- 1. 3，4- 2，4，6 2曾3，4-
Oligosacch呂ride Tetra-O Tetra-O- Tetra-O Tri-O Tri-O- Tri-O-
Me-D-Fru Me--D-Glc Mε--D--Gal Mε!)-Fru Me-[)-Glc Me-[)-Glc 
Oligosaccharide G 0.8 1.0 1.2 
Oligosaccharide P 1.2 1.0 。7
OligosaccharidεR 。.8 1.む 1.1 
一“ー ・ー喧喧国司司間同曹司 h曹、ー陶暢ゆ喧幽晶 M四回-------・・‘・--・ 4峰崎_--，許晶 a岨・ 4晶副晶幽. 唱'司干，同副崎-_--凶晶晶守『開--崎
3G-a-galactosylsucrosε 0.8 1.0 1.1 
Planteose 1.2 1.0 0.8 























3， 4， 6…テトラ 0-メチルーD ブノレクトー
ス， 2， 3， 4， 6テトラ-0-メチ/レ日D…ガラ












旋光震は [αJ50十14r 0.2， H20)であり，
献値附とよく一致していた。
以上の結果より，オリゴ糖Gは0-α-Dー ガラクトピラノシル (1-3)-0-α-D-グノレコピラノ






Structures of thεCond告nsationProducts 
スの文
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Fig.42 Effect of pH on the Formation of the 
1、risaccharidesby Condensation Action 
of a-Ga!actosidase 
The mixture of 10% (w/v) galactose 
and 60% (w/v) sucros巴 wasincubat邑d
with a-Galactosidase (20 units/mll in 
V呂riousbuff巴rsof pH 4.0 to 7.0 at 600C 
Buffers: pH 4，0 (0) and 5.0 (⑨)， 20mM 
acetate buffer; pH 6.0 (ム)and 7.0 (A)， 
20mM sodium phosphate buffer 
18 






























48 36 24 12 
















Concentration of sucrose (覧)
Fig.44 Effεct of SucrosεConc芭ntration011 thε 
Formation of the Trisaccharides by Con-
densatiol1 Action of a-Galactosidase 
The mixture of 10% (w/v) galactos邑
and 10-60% (w/v) sucrose was incubat阿
世dwith a-Ga!actosidase (100 units/mll 
in 20mM acetate buff釘 (pH5，0) for 24 






























10% (w/v) とした.Fig，44に示すように 9
した@また，プランテオースとラフィノースはほ
ロースの牛成量はわずかであった.
Reactioll time (hr) 
Fig. 45 Effect of Enzyme Conc日ntrationon th告
Formation of thεTrisaccharid邑sby Con-
d巴nsationAction of a-Ga!actosidas邑
Th芭 mixtureof 10% (w/v) gal呂ctose
and 60% (w/v) sucrose was incubated 
with a-Galactosidas邑 (5-80units/mll in 
20mM acetate buffer (pH 5，0) at 600C. 
く)， 5 units/ml; 警暴， 10 units/ml; ム， 20 
units/ml; A， 40units/ml，口，80units/ml. 
Reaction time (hrl 
Fig. 43 Effect of Temperature on th記 Forma-
tion of thεTrisaccharides by Cond告nsa-
tion Action of a-G且!actosidas巴，
The mixture of 10% (w/v) ga!actose 
and ω% (w/v) sucros官 wasincubated 
with a-Ga!actosidasε(20 units/mll in 
20mM acetate buffer (pH 5，0) at various 
tεmp日raturesfrom 40 to 80T 





































し 3，αー しし α1，5，α 1， 6ガラクトシド結合をもっガラクトビオースを合成し，そ






v)スクロースおよび α ガラクトシダーゼ (40酵素単位/m])からなる反応;液を .0ラ600Cで
させたときラ縮、合生成物の収率は約(対ガラクトース)であった@縮合は単に
加水分解の逆反応にすぎない.したがって，グリコシダーゼの触媒ずる縮合反応によってオリ
よく合成するためには 1)基質濃度を高くするラ 2 )生成物を反応系外に取り出
3 )水の濃度をf尽くすることが有効な手段として考えられる， 1)の例としては，タチナタマ
メαーマンノシダーゼによるマンノオリゴ糖の合成17Uがあげられる.Johanssonら89)は
光言言 Pycnotoruscin将abarinusの金援する耐熱性 zー ガラクトシダーゼlこ関ずる研究 41 
を行しりマンノース を (w/v)までj二界させることによりの収率でマンノピオー






























































1) Chitopearl BCW 3000 5 g 
ラクトシダーゼ溶液(50酵素単位)5 mlを加え， 300Cで l
上に固定化酵素を集め?脱イオン水で充分洗浄した.
(pH5.0) 5 r込 α ガ
ろ紙(東洋滅紙 No.2)
(方法2)Chitopearl BCW 3000 5 g (湿重量)に0.05M酢酸緩衝液 (pH5.0) 5ml， 5% 
グJレタルアルデヒド 5mlを加え， 300Cで 1時間接遺した.Chitopearlをろ紙仁に集め，脱イオ
ン水で洗浄し，過剰のグルタルアノレデヒドを験去した後， 0.05M酢駿緩衝液 (pH5.0) 5 ml， 
α ガラクトシダーゼ、溶液酵素単位) 5mlを加え， 300Cで1時間振盛して
た@固定化 αー ガラクトシダーゼはろ紙ヒに集め，脱イオン水で、充分に








盟定化酵素の αー ガラクトシダーゼ、活性は次のように測定した.すなわち， 4 mM NPGal 0.4 
mlと0.2M .1Mクヱン駿緩衝液 (pH5.0)0.4mlをi混合した後，国定化酵素懸濁液
* Chitopearl BCW 1000はキトサン酢酸溶液を塩基性凝広!浴に放出することによりビーズ状に成形されたも
のである.また， BCW 3000はヘキサメチレンジイソシアネートで架橋されたどーズであり， BCW 3500は
4，4'-ジフェニルメタンジイソシアネートで架橋された製品である 98)
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Table 12 Immobilization of a-Galactosidase on Several Adsorb告nts.
Unbound lmmobilized Activity 
Compound 
enzy口le enzy口1巴 yield 
activity activity 
(units) (units) (%) 
Chitin 0.55 2.74 27.5 
Colloidal chitin 1.32 7.20 72.1 
Chitosan 。 2.34 23.4 
Colloidal chitosan 。 4.49 45.0 
DEAE-Sephadex A-50 。 3.91 39.2 
DEAE-Cellu!ose DE-23 9 4.22 42.3 
a -Ga!actosidase (9.98 units) was mix巴dwith 0.2 g of each adsorbent 
treat告dwith glutaraldehyde and the mixture was shaken for 1 hr at 25T 
and at pH 5.0. After the mixtu陀 wasfilter芭d，unbound and immobilized 
巴nzymeactivities w巴陀 measuredby assessing a-galactosidas己activity
of the filtrate and precipitat記， r巴spectively，undεr the condition describ巴d
in the text. 1、hεactivityyield was expr日ssedas the percentage of 
immobilized enzyme activity to added enzyme activity. 
0.2r討を加えて3TCで10分間振還した.0.2M炭酸ナトリウム 4mlを加えて反応を停止後，遠心
分離してヲ上讃液中に遊離する ρー ニトロフェノールを420nmにおける吸光度を測定して求め
た.一方，ラフィノースを基質にした場合の閤定化醇素の活性は0.04Mラフィノース 1ml， 0.05 










オ…トクレーブで殺諒した粒径 1翻の chitopearlBCW 3000 (15.6 g，湿重量)に α ガーラク
トシダーゼ (150欝素単位)を方法 2 (本節第 2項)により国定化した。固定化 αーガラクトシ
ダーゼ (52酵素単位， 15.4 g)をガラスジャケット付カラム (16x 130醐)に充填し500Cに保っ
た.一方， 200 gの甜菜糖蜜を 1~の説イオン水に溶解し，オートクレーブを用いて殺菌してか






































Fig.47 Effect of Incubation Time on the 1m. 
mobiIization of a-Ga!actosidasεto the 
G!utara!dehyde Treated Colloidal 
Chitin. 
unbound enzym日activity;
畿， immobiIized enzymεactivity. 
Tim号
Fig.46 Effect of pH on th記lmmobi!izationof 
日一Galactosidasεtothe Glutaraldehyde 
Trεat巴dColloida! Chitin. pH 3.5~6.0 ， 0.2 
M Na2HPO，-O.1 M citric acid buffer; pH 
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Tab!e 13 Effects of Enzym在 Amounton 1m母
mobi!ization of a-Ga!actosidase to 




































a-Galactosidase (10-150 units) was incubated 
with O.2g of colloida! chitin treated with glutar令
aldehyde for 1 hr at 25'C in 0.05M acet抗告
buffer， pH5.0. 
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Fig‘48 Eff日ct of pH on a-Ga!actosidase 
Activities of N ative and Immobi!ized 
Enzyme 
native enzyme; 









中， 250C， O. 5~24時間反応させた.その結
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Fig.50 Effect of Temperaturεon a-













100 i可ーす xl02 
pH は4.5~5.0付近であった.また，第 2 章第 2 節と同様にして pH 安定性を調べた結果，国定
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Fig.51 Effect of Temperature on thεStability 
of Native and Immobilized Enzyme. 
nativ在日nzyme;
普段 immobilized enzyme. 
なった.
凶器定化欝素的庇護使用 る安定性
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Fig.52 Lineweaver-Burk Plots for the 
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Fig.53 Repeated Us巴 ofthe Immobilized a-
Galactosidase for the Hydrolysis of Raι 
finose 
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Tablε14 Immobilization of a-Galactosidasεon Various 1、ypesof Chitosan Beads. 
Added Unbound Immobilized Activity 
Chitosan beads 
enzyme enzy立le enzym巴 yl日ld
activity activity activity 
(units) (units) (units) (%) 
BCW 1000 47.0 0.20 3 8 8.1 
BCW 1000十glutaraldehyde 47，0 。.21 16.4 34.9 
BCW 3000 45.2 0.24 13.5 30.0 
BCW 3000トglutarald巴hyd日 45.2 。.28 14.8 32.7 
BCW 3500 45.2 0.40 12.6 27.9 
BCW 3500 + glutaraldehyde 45.2 0.38 11.9 26.3 
日 Galactosidasewas mix吋 with5 g ofchitosan beads (1.0 mm diameter) 
pretr色atedwith or without glutaτaldehyde and the mixture was sh品kenfor 1 
hr at 3tYC. After the mixture was filtεred， unbound and immobilized enzyme 
activities were measured by ass在日singa -galactosidase activity of the filtrate 
and beads， respectively. Thεactivity yield was expressed as the percentag巴
of immobilized enzym巴activityto乱ddεdεnzymεactivity.
Tabl邑 15 Effects of Enzyme Amount on Immobilization of a 
Galactosidase to Chitosan Beads 
Added Unbound Immobilized Activity 
Chitosan beads 
enzv百l日 enzy立le 日nzymε yield 
activitv activity activity 
(units) (units) (units) (%) 
BCW 3000 10 。 4.5 45.0 
20 0.3 8.3 41.5 
50 0.3 16.3 32.6 
100 。 34.0 34.0 
200 0.1 66.5 33.3 
BCW 3500 10 。 3.0 30.0 
20 0.2 9.1 45 .5 
50 0.2 17.1 34.2 
100 。 33.5 33.5 
200 0.4 64.7 32.4 
a -Ga!actosidas巴(10-200units) was incubat己dwith 5 g ofchitosan 
beads (1.0 mm diameter) treated with glutarald巴hyde，und紅白色
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Added 









0.3 50.0 0.1 20.8 41φ6 
I 49.7 。 17.1 34.3 
3 52.2 0.1 17.5 33.4 
0.3 52.2 。1 20.7 39.6 
49.9 0.2 17.1 34.2 
3 52.0 。 12.8 24.6 
BCW 3柱。
BCW 3500 
αGa!呂ctosidasewas incubated with 5 g ofdifferεnt sizεS of chitosan beads 
trε呂t巴dwith glutaraldεhyd巴ωEachimmobilizatio!l was done under the same 







.3， 1， 3 m慌の ChitopearlBCW 30()O 
および BCW3500に方法 2 (第2節第2
により αーガラクトシダーゼを!認定化し，
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Fig. 54 Effect of N丘C!on the Re!ease of a 
Ga!actosidase from the Adsorbents 
Chitosan b巴ads:1.0 mm diamεter 
BCW 1000;鯵， BCW 1000十glutaral時
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Fig. 5 Effect of pH on the Stabilities of 
N ative and Immobilized Enzyme. 
⑨ native enzyme;ム， BCW 3000; 
A， BCW 3000 + glutaraldehhyde; 
口， BCW 3500;臨， BCW 3500+glutaral. 
dehhyde. 
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Fig.56 Effect of pH on a-Galactosidase 
Activities of N ative and Immobilized 
Enzyme. 
⑨， native enzyme;ム， BCW 3000; 
A， BCW 3000十glutaraldehhyde;











O.lMクエン酸緩衝液 (pH5.0)で洗浄し，残存活性を測定した.その結果， Fig. 55に示すよ
うに，グ/レタルアルデヒド処理したビーズに閤定化した酵素は pH3から 9の範囲で安定で






架橋タイプのキトサンビーズ(粒径1鵬)， Chitopearl BCW 3000および BCW3500に第2
節第2項の方法 1あるいは方法2を用いて固定化した αー ガラクトシダーゼ、の酵素的諸性質を
調べた.
a) pHの影響
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Fig.57 Temperature Dependence Curves for 
a -Galactosidase Activitiesof N ative and 
Immobilized Enzymes. 
⑨， native enzyme;ム， BCW 3000; 
A， BCW 3000+g1utaraldehhyde; 
ロ， BCW 3500; I1， BCW 3500十glutaral.
dehhyde. 
BCW 3000 
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Fig.58 Effect of Temperature on the Stabil巴
ities of Native and Immobilized 
Enzymes. 
⑨， native enzyme;ム， BCW 3000; 
A， BCW 3000十glutaraldehhyde;
口， BCW 3500; I1， BCW 3500十glutaral-
dehhyde. 
BCW 3500 
Fig. 59 Scanning Electoron Micrographs of the Surface of Chitosan Beads. 
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3500 に した はそ 100 
れぞれ70'じ { 〉~ 駒@ 














Fig.60 Hydrolysis of Raffinose in Beet Sugar Molas-



























































には，キトサンビーズの種類によって担体からの酵素の脱離は異なり， BCW 1000やBCW3000 
では0.2MNaClの添加で醇素は容易に脱離するのに対して， BCW 3500の場合には脱離しな
い， BCW 1000は分子内架橋ーをもたず， また， BCW 3000は脂肪族系化合物によって架橋され




も支持できる.P. cinηabarinusαー ガラクトシ夕、ーゼの等電点は 3，4であり (Fig.9)，キ
トサンの pKaは6.3である 114)したがって， pH3.5以下の酸性領域では αガラクトシダーゼお
よびキトサンは正に荷電しており，イオン結合を形成しにくい.また 9 アルカリ領域ではキ
を失い， αーガラクトシダーゼ分子は負荷電を帯びるようにな
しやすくなると考えられる. 牟方， BCW 3500は芳香族系
化合物により されたキトサンビーズであり，したがって，これを担体とし は，キ
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トサン分子のアミノ墓を介したイオン結合だけでなく芳香族系の架橋領域と酵素タンパク
子の疎水性領域との間に疎水性相互作用が形成される可能性がある.中性塩の添加によりイオ






















った.αーガラクトシ夕、ーゼを ChitopearlBCW 1000， BC玖T3000， BCW 3500 
に直接あるいはグルタルアルデヒドを用いて盟定化した.本欝素はク勺レタノレア/レデヒド未処理
のBCW1000を除く Chitopearlによく屈定化され，活性収率はであった.BCW 1000 
および BCれT3000に間定化された酵素では，イオン強度の増加あるいは p況の変化により，担
体から酵素の脱離がみられた.Chitopearlに固定化した酵素の酵素化学的性質も米修飾酵素の
と類似していた.Chitopearl BCW 3000に宙定化した αー ガラクトシダーゼ、をカラムに充;慢






























シルー O-a-D-クVレコピラノシ/レー(1-2)一β-D-ブノレクトフラノシドラ O-a-Dー ガラクト
ピラノシノレー 0-αDー ガラクトピラノシル (1-6)-0-α-D-グノレコピラノシル…(1-2)
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り3G_αーガラクトシノレスクロースヲラフィノースラおよびプランテオースと同定した. 3 G_αー
ガラクトシルスクロースの生成量は他のオリゴ糖の生成量に比べきわめて少なし本縮合反応
では a-1，6ガラクトシド結合の形成が主反応であることが明かとなった a さらに，縮合反応に
よると記三糖の合成条件について検討し，10%(w/v)ガラクトースヲスクロースおよ


















を与えないことが示唆された.粒径 l盤強の ChitopearlBCW 3000に固定化した α ガラ
クトシダーゼをカラムに充填し，pH5. 2， 50'Cで甜菜糖蜜中のラフィノースの連続分解を行った
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